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論文内容要旨
 ムコ多糖,糖蛋白などの複合糖質は,細胞内マトリックスや細胞膜を構成する重要な生体高分
 子であるが,その機能については,必ずしも明確ではない。近年,加令や疾病,ホルモンなどに
 よる複合糖質の量的,質的変化が報告され,子宮においても,性周期や妊娠により変動し,その
 機能に重要な役割を演じていることが示唆されている。糖ヌクレオチドの量的変動や合成率,お
 よび1それから合成される複合糖質の量的変動については,既に,遠藤らによって報告された。
 すなわち,卵巣摘除ウサギにホルモンを投与し,その子宮スライスを14C一クシレコースとインキュ
 ベートしたところ,糖ヌクレオチドは総体的に,エストロゲン投与により量的には1.4～L9倍
 に,またアイソトープの取りこみは5、7倍に増加した。一方,エストロゲン投与に引続きプロ
 ゲステロンを与えると、量的には対照レベルにもどるが,アイソトープの取りこみは対照の2、
 3.7倍の値を示した。乾燥組織当りの粗複合糖質量もエストロゲンで対照の2.1倍と増加するが,
 プロゲステロン投与で減少し,対照の1.5倍になることが確認された。さらに,両ホルモンによ
 り量的変動を示す複合糖質は,1)エストロゲン投与によって著しく増加し,プロゲステロンに
 より対照レベルまでもどるもの(硫酸化糖蛋白),2)エストロゲンによってかなり増加するが
 前者ほどではなく,プロゲステロンにより対照レベルまでもどるもの(シアロ糖タンパク,ヒア
 ルロン酸,ヘパラン硫酸,硫酸含量の少ないコンドロイチン硫酸),3)エストロゲンで増量し,
 プロゲステロンである程度は減少するが,対照レベルまでもどらないもの(コンドロイチン硫酸類),
 4)エストロゲンで増量し,プロゲステロンで変化しないもの(中性糖タンパク,硫酸含量の多
 いコンドロイチン硫酸)の4群に分けられた。本研究ではこれらの知見を更に詳細に検討するた
 め,複合糖質の生合成過程における構成単糖の転移反応に対するホルモンの影響をしらべた。
 実験材料1卵巣摘除'ウサギに上記ホルモンを投与し,無投与のものを対照として,子宮の機能
 に最も重要な役割を果たすとみられる子宮内膜をかきとり,その105,000×9沈澱(ミクロ
 ゾーム面分),および10,000×9上清を,糖転移酵素源,受容体源とした。
 実験方法:トリス噸酸緩衝液(P即2沖で,臨イオン,ジチオスライトーノ洪存下に,
 ミクロゾーム画分とUDP一〔3H〕一N一アセチルグルコサミンを37℃,30分,あるいはGDP一
 〔1ヰ0〕一フコースとともに37℃,10分インキュベートし,両糖の受容体への転移活性を調べた。
 実験結果と考察こUDP-N一アセチルグルコサミンの受容体への転移活性は,ミクロゾーム蛋白当
 りのアイソトープの取りこみ量でみると,エストロゲン投与(0・1叩/日/羽三3日連続投与)
 ではほ穿対照に等しく,エストロゲン投与に続いてプロゲステロン投与(5叩/日/羽,2日連続
 投与)で約半分に減少した。主にアルカリに抵抗性の結合をもつ糖蛋白類に転移するといわれる
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 PH6.1の条件でインキュベートしても,類似の傾向を示し,プロゲステロン投与で65%まで
 .減少した。しかし,エストロゲン群,プロゲステロン群とも,対照にくらべ,子宮は肥厚してお
 り,内膜量,ミクロゾーム量も多いため,1羽当りのミクロゾームヘの転移活性ではエストロゲ
 ン投与で対照の3、5倍,プロゲステロン投与で4、6倍となった。他方,10,000×9上清
 を酵素源,受容体源として使用した場合には,エストロゲン投与で蛋白当りの転移活性は1.2、
 1.7倍を示し,生体内ではエストロゲンにより転移活性が上昇しているものとみられる。一方,
 エストロゲン投与ウサギ子宮内膜の10,000×9上清を煮沸して,外からの受容体源とし、酵
 素可溶化のためのトライトン～X100とともにインキュベートすると,蛋白当りの転移活性は,対
 照群,プロゲステロン群ともエストロゲン群を上まわる活性増加を示した。煮沸10,000×9
 上清のみを加えても,トライトンーXのみを加えても、いずれも添加しない場合に比べ,転移活
 性は殆んど変動せず,むしろ減少傾向を示したこととあわせて,ホルモンは転移酵素の活性には
 影響を与えず,組織の増殖に伴う酵素総量の増加を促すものと推定される。他の調節として,ミ
 クロゾームに結合している受容体量,また伸長した糖鎖のミクロゾームからの遊離速度,膜に結
 合している酵素の存在状態等によって,種々の可能性が考えられるが,明確ではない。他方,G
 DPフコースからのミクロゾーム蛋白当りの転移活性は,エストロゲン投与により,対照の約2.5倍
 となり,プロゲステロン投与により,対照の約80%にまで減少した。PH6,1の条件ではエスト
 ロゲンさ対照の約4.5倍,プロゲステロンで対照以下となった。明らかに,N一アセチルグルコサ
 ミンとフコースの転移に対するエストロゲンの効果は異なり,N一アセチルグルコサミンを含む
 がフコースを含まないものと,両繕を含むものの生合成に対するホルモンの効果に異なるものと
 考えられる。そこで,両糖を別々に転移させた複合糖質前駆体の同定を試みた。
 プロナーゼ消化後,酸可溶性面分を得,DEAE一セファデックスーA25カラムを用いて食
 塩で段階的に溶出した結果,0.5M,2.OM溶出画分へのN一アセチルグルコサミンのとりこみ
 がエス・トロゲンで増え,プロゲステロンで減少した。ヒアルロこダーゼ,コンド白イチナーゼA
 BO,ヘパリナーゼ消化の結果,2.0財で溶出されてくる物質は,コンドロイチン硫酸前駆体を含むものと考
 えられた。一方,フコースのとりこみは,エストロゲンにより,それを含む殆んどの画分で増加
 し,プロゲステロンで減少するが,特にα5M面分の変化が顕著であった。電気泳動で,ヒアル
 ロン酸よりや＼早く動き,フコース,N一アセチルグルコサミン両糖を含む,硫酸化糖蛋白前駆体
 がエストロゲン、プロゲステロンに最もよく反応するものと推定された。
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 審査結果の要旨
 複合糖質は生体内で重要な機能を発揮しているが,未だ不明の点が多い。子宮においても,性
 ホルモぞによって調節をうけ,その機能に重要な役割を果しているものとみなされているが詳細
 は不明である。さきに遠藤らはウサギ子宮を用い,'複合糖質生合成の前駆体である糖ヌクレオチ
 ド,およびそれらより合成される個々の複合糖質に対する,エストロゲンおよびプロゲステロン
 の影響をしらべ,重要な知見を得た。本研究は遠藤らの研究をさらに発展させる目的で,複合糖
 質の生合成過程における構成単糖の転移反応に対する両ホルモンの影響の概要をしらべたもので
 ある。.
 実験は卵巣摘除ウサギにエストロゲンを投与したもの(ES),エストロゲン投与後さらにプ
 ロゲステロンを投与したもの(GP),および無投与の対照(0)より,それぞれ子宮内膜をか
 きとり,ホモジナイズし,次いで細胞面分を分けた。転移反応をしらべる対象の糖としては,総
 ての複合糖質に共通の前駆体としてのUDP-N一アセチルグルコサミン(G),および糖蛋白
 などの前駆体としてのGDP一フコース(F)を選び・前者は〔3H〕で・後者は〔14q〕でラベ
 ルしたものを使用した。また,両者の転移反応は主として粗ミクロゾーム画分を酵素源および受
 容体源としてしらべた。その結果,粗ミクロゾーム画分の蛋白あたりの転移活性(アイソトープの
 とりこみとして表現)は,Gの転移については,ESとGとは同程度であったが,PGでは低下
 をみた。しかし,ESおよびPGで著しい組織の増殖がみられたので,組織あたりの総転移活性
 は,ESおよびPGで著しく増大し,組織の増大にともなう総複合糖質量の増加と対応していた。一
 方,Fの転移活性はESで著しく増大し,PGで低下した。しかも,pH7,2と6.1の条件でか
 なり異なった変動パターンを示したので,至適pHの異なるFの転移酵素が両ホルモンによって
 別々の調節をうけていることが示唆された。
 次いで,上記粗ミクロゾーム画分の複合糖質前駆体を,プロナーゼ消化後,DEAE一セフアデ
コ
 ックスカラムクロマトグ'ラフィーでしらべた。その結果〔H〕一GのとりこみがESで増加し,
 PGで減少するものはα5M画分と2,0M画分であった。また〔'40〕一Fのとりこみについて
 は,0,5M画分の変化が最も顕著であった。さらに,セルロースアセテート膜電気泳動や各種酵
 素による消化などの結果から,上記0.5M画分の硫酸化糖蛋白前駆体が両ホルモンに最も鋭敏に
 反応して変動することが明らかとなった。また,その他の複合糖質前駆体の変化についても重要
 な手がかりが得られた。
 以上の研究成績は,ウサギ子宮複合糖質代謝のホルモンによる調節機構を解明する上で重要な
 知見である。
 よって,本論文は学位を授与するに値するものと詰める。
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